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time  estimation  of  thrombin  generation  (TG)  potential.  There  is  a  clinical  need  for 24 








cells/ml  concentration.  Lag  times  and  times  to  peak  reflected most  significant  differences 33 
out of all TG parameters measured and were inversely correlated with cell surface TF surface 34 
expression.  Solid  tumour  cell  lines  had  higher  thrombin  peaks,  faster  lag  times,  and  a  TG 35 
profile of overall greater magnitude than hematological cell  lines.  In the absence of Factor 36 
VII  in  platelet  free  plasma,  TG  in  solid  PC  cell  lines  was  significantly  reduced  unlike  in 37 






























To  date  few  studies  have  been  reported  on  TG  variances  using  cancer  cells  themselves. 68 
There is limited knowledge on the thrombin generation kinetics in cancer (e.g measurement 69 
of  thrombin  output  in  various  substrates,  characterizing  and  profiling  of  thrombin 70 
generation, the influence of external pathways) and clinical and preclinical (in vitro) data in 71 
this setting are currently sparse. 72 
Although  several  methods  exist  for  assessing  procoagulant  activity,  including  tests  for 73 
primary and secondary hemostatic function such as prothrombin time based clotting assays, 74 
fibrin  formation  to  degradation  and  D‐Dimer  assays,  and  also  newer  approaches  such  as 75 




a  point  of  care  test.  By  giving  a  dynamic  picture  of  thrombin  generation  through  the 80 
measurement of the amount of thrombin cleaved from a fluorogenic substrate in real time, 81 
CAT may become a useful  tool  in cancer  related clinical  scenarios. Although  it has been  in 82 
existence  in  various  forms  since  the  1950’s,  it  was  optimized  by  Hemker  et  al  [9]  into  a 83 
dynamic modern  version  that  measures  5 main  parameters  in  TG:  Lag  time,  Endogenous 84 
thrombin potential (ETP), Peak thrombin produced (Peak), time to peak (ttPeak or TTP), and 85 
Velocity  index  (Vel.Index).    With  this  number  of  endpoints,  the  CAT  assay  gives  a  more 86 
dynamic  clotting  assessment  and  could  play  a  role  in  clinical  practice  to  assess  clotting 87 
irregularities and abnormalities in patients with cancer related clotting disorders. However, 88 
more studies are needed  to understand and address official  standardisation  issues  for  the 89 
assay results. 90 
The  traditional  substrates  for  the  CAT  assay,  as  developed  by  Hemker  et  al,  have  been 91 
platelet  poor  and  platelet‐rich  plasma.  Few  studies  have  documented  the  use  of  other 92 
substrates  including  whole  blood[10,  11],  tumour  cells[12],  lysed  cells[13]  et  cetera. 93 
Although the components of the coagulation cascade are well characterised in hemostasis, 94 
there are  limited experimental data directed at understanding  their  relative  importance  in 95 
the coagulopathy of solid versus non‐solid malignancies. Factor VII and XII have distinct roles 96 
in  thrombus  formation  [14] and understanding  their  contribution  to  the process of cancer 97 
associated thrombosis could inform clinical approaches to treatment and prophylaxis.  98 
The aim of this study was to compare the characteristics of the thrombin curves generated 99 
by  human  solid  malignant  cell  lines  (with  an  emphasis  on  pancreatic  cancer)  versus  the 100 
curves generated by hematological malignant cell  lines (with an emphasis on myeloma cell 101 
lines), and  to explore  the  role of  the  intrinsic and extrinsic pathways  in TG. Therefore, we 102 







SKOV‐3,  Head  &  Neck  squamous  cancer  UMSCC81B  and  lung  cancer  PC9)  and malignant 110 
hematological  cell  lines  (Multiple  myeloma  MM.1S,  U266B,  H929,  plasma  cell  leukaemia 111 
JJN3 and histiocytic lymphoma U937) were used in this study. All cell  lines were purchased 112 
from  the  American  Type  Culture  Collection  (ATCC)  or  the  European  Collection  of 113 
Authenticated Cell Cultures (ECACC) except UMSCC81B (Dr Thomas Carey) and JJN3 (Dr Guy 114 




(v/v)  FBS.  Hematological  cell  lines  were  cultured  in  RPMI  1640  medium  (ATCC) 119 
supplemented  with  10%  (v/v)  FBS.  All  media  were  supplemented  with  1% 120 




time.  Here,  20µl  of  live  cancer  cells  at  various  cell  concentrations  were  plated  into 125 
Immunulon  transparent  round  bottom  96‐well  microtiter  plates  (ThermoFischer  Life 126 
Sciences, Loughbrough, UK) for the CAT assay. 20 µl of PPP‐Reagent LOW (Diagnostica Stago, 127 
Theale,  UK)  which  contained  1pM  recombinant  relipidated  TF  and  4µM  phospholipids 128 
standard preparations  in HEPES‐buffered saline was used as positive control, while 20µl of 129 
PBS  was  the  negative  control.  80µl  of  platelet‐free  normal  control  plasma  (NormTrol)  or 130 
plasma deficient  in  coagulation  factors VII  and XII were added  to  the microplate wells. All 131 
plasmas  were  purchased  as  freeze‐dried  pooled  immunodepleted  human  plasma  (Helena 132 
Biosciences,  Gateshead,  UK).  Then  the  microplates  were  agitated  and  incubated  for  10 133 
minutes while TG was initiated by addition of 20µl of a FluCa Kit solution (Diagnostica Stago, 134 
Theale, UK) containing 0.1M CaCl2 and a fluorogenic substrate (Z‐Gly‐Gly‐Arg‐amino‐methyl‐135 
coumarin  fluorophore).  The  fluorescence  emission  was  measured  by  Fluoroscan  Ascent® 136 
fluorometer (Thermolab systems OY, Helsinki, Finland) with excitation/emission wavelengths 137 
390nm/460nm. Measurement occurred up to 1 hour after automatic mixing of contents of 138 










from  each  cancer  cell  line  with  5µg  of  anti‐human  CD142:  FITC  antibody  or  an  isotype‐149 
matched negative control (IgG1; Bio‐rad, UK). This mixture was left in the dark for 30 minutes 150 
at room temperature, washed twice with PBS, and then resuspended in 300µl of PBS before 151 
flow  cytometry  on  a  BD  FACSCalibur  running  CELLQUEST  PRO  software  (BD  Biosciences, 152 
Oxford, UK).  Forward  scatter  (FSC) and  side  scatter  (SSC) were  set at  logarithmic gain and 153 




At  decreasing  cell  concentrations  (5x106  ‐  4x104  cells/mL),  UMSCC81B  suspended  in  PBS 158 
(100µl  per  curvette) were  incubated with  100µl  of  NormTrol  plasma  (Helena  Biosciences, 159 






with  multiple  comparisons)  were  used  to  determine  statistical  significant  differences 166 
between  groups.  P  values  less  than  *0.05,  **0.01,  ***0.001  were  considered  significant. 167 
Relationships  between  TG  parameters  (Lag  time,  ETP,  Peak,  TTP,  Vel.Index)  and  TF  cell 168 







was  assessed  in  decreasing  cell  concentrations  from  (5x106  ‐  4x104  cells/mL)  and  was 176 




curves  compared  to  the  solid  cancer  cells.  UMSCC81B,  CFPAC‐1  and  AsPC‐1  cell  lines 181 
initiated TG quickest within 1.5±0.2 minutes in NormTrol, followed by SKOV‐3 1.6±0.2, PC9 182 
at  1.8±0.1,  PANC‐1  4.9±1.1 while MIA  PaCa‐2s  are  least  at  7.6±1.4 minutes.  Amongst  the 183 
hematological cells, U937 was the quickest and required 9.8±1.6 minutes to initiate TG while 184 
MM.1S  was  the  slowest,  taking  16.2±2.8  minutes  (Table  1).  The intra assay C of V of Lag 185 
times, ETP and the rest of the TG parameters were 4.78%, 3.53% and < 5% respectively, 186 
while the inter assay C of V  of all the TG parameters were < 10%. 187 
Clotting times and Thrombin generation 188 
To compare  the TG parameters with another  test of procoagulant activity, UMSCC81B cell 189 
lines  at  decreasing  concentrations  were  selected  for  the  prothrombin  assay  with  a 190 
coagulometer as described above. When compared with TG parameters, CT for UMSCC81Bs 191 
had  the  highest  correlation  with  the  thrombin  Peak  (r2=‐0.99663,  p=  0.0007)  Figure  2, 192 
followed by times‐to‐peak (r2=0.94, p=0.0006). It also correlated less strongly with other TG 193 







differences  (Table  1,  Figure  3),  but  TG  parameters  in  NormTrol  and  factor  XII‐deficient 201 
plasma were mostly  insignificant.  For  example,  AsPC‐1  had  a  1.5±0.2 minute  Lag  time  in 202 
NormTrol and under factor XII‐deficiency, the duration of which was prolonged to 16.8±6.5 203 
minutes with factor VII absence. Interestingly, there was a smaller change or slowing down 204 
in  hematological  cells,  such  that  absence  of  factor  VII  in  platelet‐free  plasma  apparently 205 
prolonged Lag times to a much lesser extent (Figure 3). An example is MM U266B, for which 206 
Lag times under normal plasma conditions was 15.2±1.3 minutes, but this time increased to 207 




TG was not completed  in all  the MM cells  in 60 minutes  (Figure 4). For example, CFPAC‐1 212 
thrombin production reduced from 220 to 120 nM in factor VII‐deficiency, a 45% reduction, 213 
while TG remained near 225nM in factor XII‐deficiency. Conversely,  for hematological cells 214 
only U937 retained the ability  to complete  its TG curve  in 60 minutes when  factor XII was 215 
absent,  at  a  reduced  volume  and  velocity  (from  17.8±1.1  to  39.2±6.4  nM/min)  while  the 216 
others did not complete TG in the duration of experiment. 217 
In all cell lines, times‐to‐peak and Lag times are the TG parameters that showed the highest 218 





expression  assessed  by  flow  cytometry  and  plotted  against  average  TG  parameters  using 224 
data  generated  at  0.63  x  106  cells/ml.  There was  variability  in  TF  expression  as  expected 225 
across  the  cell  lines  however;  the  solid  cancer  cell  lines  expressed  higher  TF  values  than 226 
hematological  cells  (Figure  5).  While  UMSCC81B  expressed  the  highest  TF  amongst  solid 227 
cancer cells overall, CFPAC‐1 expressed the highest TF amongst PC cells and JJN3 the lowest 228 
of all cell  lines. An  inverse correlation was seen upon correlation of TF expression with TG 229 
parameters  Lag  time  and  TTP  (Fig.  5).  Upon  Log10/Log10  transformation  of  data  with 230 
regression,  a  near  linear  relationship  of  these  2  TG  parameters  in  NormTrol  with  TF 231 
expressed per 105 cells was displayed. Correlation with TG parameters obtained from factor 232 
VII‐deficient  conditions  showed  weak  correlations  of  low  significance  (r2<  0.5)  and  no 233 






lag  time  and  time‐to‐peak  highlighted  the  differences  between  solid  and  hematological 240 
tumours and were dependent on TF expression. Coagulation driven by solid tumour was also 241 
more  TF‐FVII  dependent  than  for  hematological  cells,  which  was  both  factors  VII  and  XII 242 
dependent, which suggests that there  is a role for factor XII  in the absence of  factor VII  in 243 
non‐solid malignancies.  244 
An  ETP  of  30% or  higher  has  been  linked  to  clinical  situations where  bleeding  tendencies 245 
were  absent  or  low,  and  therefore  to  the  severity  of  observed  bleeding[17].  In  plasma, 246 
several  studies  suggest  that  the  peak  thrombin  height  and  ETP  are  considered  most 247 
important [18], but none has been conclusively determined for other substrates.  Lag times 248 
reported here were defined as the time  in which 20nM of  thrombin  is  formed [9] and the 249 
importance of this initiation phase has been previously described in coagulation studies with 250 
limited  factor  V  component[19].  Peak  thrombin may  reflect  the  ability  of  the  cell  lines  to 251 
generate  thrombin;  however,  it  only  correlated with  a  one‐step  clotting  assay.  This  could 252 
mean that although the height of  thrombin produced may reflect clotting time,  it may not 253 
necessarily indicate the absolute capacity of the cell lines to generate thrombin. 254 
Pancreatic  cancer displays a TF‐driven  coagulation process when compared  to MM that  is 255 
not as dependent on TF‐related coagulation [16, 20]. As to be expected, PC and other solid 256 
cancer cell  lines exhibited a stronger overall TG profile in this study with larger volumes of 257 




lag  times  and  times‐to‐peak  of  those  such  as  AsPC‐1  and  CFPAC‐1  may  be  explained  by 262 
increased cell surface mucin, unlike for PANC‐1 and MIA PaCa‐2 [21‐23] which are slower to 263 






Factor  VII  and  factor  XII  are  members  of  the  extrinsic  and  intrinsic  contact‐activated 270 





more  distant  locations  [27]  and  may  modulate  stability  of  thrombus  independent  of 276 
thrombin  generation[28].  TF‐dependent  pathways  are  known  to  utilise  factor  VII  which 277 
activates  the  PAR‐2  pathway  and  leads  to  a  TF‐FVII  complex  that  activates  the  extrinsic 278 
clotting pathway [26, 29]. Although, TF‐factor VII  removal  from the assay caused the most 279 




TF  cell  expression  correlates  with  some  particular  TG  parameters,  it  does  not  singularly 284 
determine the level of thrombin produced. 285 
Hematological  cells  under  factor  XII‐deficient  conditions  behaved  differently  from  solid 286 
cancer cells by generating  less thrombin in a  longer time with slower  initiation.  It could be 287 
suspected from this result that some level of inhibition of the contact pathway is lifted, such 288 
that  though  lower  levels  of  thrombin  height  is  reached,  there  is  continuous  thrombin 289 
production  beyond  60  minutes.  Although  factor  XII‐deficiency  is  not  associated  with 290 
excessive bleeding its involvement in stabilising thrombus clot may contribute to increased 291 
risk of emboli formation [14]. It has also been suggested that some reduction in the levels of 292 
factor  XII  may  result  in  higher  cardiovascular  risk  and  thrombotic  complications[25,  30].  293 
Also, though it can be bypassed by other coagulation cascade members, factor XII may still 294 
be essential and its importance comes to prominence in myeloma‐related thrombosis in the 295 
absence  of  other  constituents[25],  as  seen  here  when  TG  persisted  in  smaller  quantities 296 
after  factor  VII  absence.  Moreover,  continuing  TG  may  be  responsible  for  persistent 297 
initiation of the clotting cascade leading to continuous clotting formation in clinical scenarios 298 
as  suggested  by  Duchmein  et  al  [18].  This  study  has  indicated  a  possible  large  intrinsic 299 
pathway  reserve  for  hematological  cells  and  to  a  lesser  extent  solid  cancer  cells,  and 300 




found  that  in  some  solid  cancers  such  as  prostate  and  pancreatic  cancer,  TG  might  be 305 
triggered by polyphosphate exposure on their plasma membranes in a factor XII‐dependent 306 





Cell  from  solid  tumours  exhibit  greater  thrombin  generation  potential  and  are  faster  to 312 
initiate coagulation  than hematological cells.   The use of Factor VII deficient plasma had a 313 
greater  influence  in  thrombin  generation  in  the  solid  tumour  cells  suggesting  a  greater 314 
reliance on the extrinsic, TF‐driven pathway in these cells. 315 
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